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65 07 Ingelheim hat eine Patentanmeldung untar der 
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"TNF- O^bindende Proteine und dafiir kodierende 
DNAa" 
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Die angehefteten Stiicke aind eine richtige und genaue 
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Die angeheftete Zus&mmenf assung , die der Anmeldung bei- 
zufiigen/ aber kein Bestandteil der Anmeldung ist, stimm 
dera am 21. April 1989 eingereichten Original Uberein. 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patentamt vorlaufig das 
Symbol C 12 N 15/00 der Internationalen Patentklassif ik 
erhalten . 
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Die Ecuindung bezieht sich auf DNA, insbesondere 
au£ rekombi nance DNA zur HersteUung von Proteinen 
mit der Fahigkeit, TNF-a zu binden. 

Tumo rnekrose £akto r ( TNF-a) wurde erstmals im 
Serum von Mausen und Kaninchen gefunden, die mit 
Bacillus Ca Imet te-Guer in infiziert und denen 
Endotoxin injiziert warden war, und auf Grund seiner 
cytotoxischen und Ant i tumoreigenscha ften erkannt 
(1). Er wird vor allem von aktivierten Makrophagen 
und Monozyten produziert. Zahlreiche Zelltypen, die 
Ziele flir TNF sind, weisen Ober f 1 achenrezepto ren 
mit hoher Affinitat fiir dieses Polypeptid auf (2) ; 
Lymphotoxin (TNF-G) bindet an denselben 
Rezeptor (3 , 4 ) . TNF-a ist identisch mit einem als 
Cachectin bezeichneten Faktor (5), der die 
Lipoproteinlipase unterdriickt und bei 
chronisch-entziindlichen und malignen Erkrankungen 
zur Hypertriglyceridamie fiihrt (6,7). TNF-a 
diirfte an der Regulation des Wachstums sowie an der 
Di f f erenzlerung und Funktion von Zellen, die bei 
Entzundungen , Immunvo rgangen und Hamatopoese eine 
Rolle spielen, beteiligt sein. 

TNF kann auf den wi r tso rganismus durch Stimulation 
von Neutrophilen (8,9) und Monocyten sowie durch 
Hemmung der Replikation von Viren (10,11) eine 
positive wirkung ausiiben. Da riiberhinaus aktiviert 
TNF-a die Immunabwehr gegen Parasiten und wirkt 
direkt und/oder indirekt als Mediator bei 
rmmunreaktionen, entziindlichen Prozessen und 
anderen Vorgangen im Organismus, wobei die 
wi rkmechanismen in vielen Fallen noch ungeklart 
sind. f 



Die Vor?hreich"nn von TNF-t (IP) J* am i°r1or:h 

von scnaciicnen £r schemungen ^-^/ wie Schock < ^ 

Gewebeschadigungen begleitet sein, die durch 
Antikorper gegen TNF-a aufgehoben werden konnen 
(14). Eine Reihe von Beobachtungen laGt auf eine 
Rolle von endogen f reigesetz tem TNF-a bei 
verschiedenen pathologischen Zustanden schlieBen. 
So scheint TNF-a ein Mediator der Kachexie zu 
sein, die bei chronisch-invas i ven, z ,B . parasitaren 
Erkrankungen auftreten kann. TNF-a scheint auch 
eine wesentliche Rolle bei der Pathogenese des 
durch gram-negative Bakterien verursachten Schocks 
(Endotoxin-Schock) zu spielen; er diirf te an 
einigen, wenn nicht alien Wirkungen von 
Lipopolysacchariden beteiligt sein (22) . Ebenso 
wurde eine Funktion von TNF bei den im Rahmen von 
entziindl ichen Ptozessen in Gelenken und anderen 
Geweben auftretenden Gewebeschadigungen sowie bei 
der Letalitat und Morbiditat der Graf t-versus-hos t 
reaction (GHVR) (15) postuliert. Auch wurde ein 
Zusammenhang zwischen der Konzent rat ion von TNF im 
Serum und dem todlichen Ausgang von 
Meningokokkenerkrankungen berichtet (16). 

Weiters wurde beobachtet, dafl die Verabreichung von 
TNF-a iiber einen langeren Zeitraum einen Zustand 
von Anorexie und Auszehrung verursacht, die eine 
ahnliche Syroptomat ik aufweist wie die Kachexie, die 
mit neop las tischen und chronischen infektiosen 
Erkrankungen einhergeht (23) . 

Es wurde iiber eine TNF inhibierende Aktivitat eines 
Proteins aus dem Harn von Fieberpa tienten 
berichtet, von dessen wirkung vermutet wird, daQ 
sie auf einen kompetitiven Mechanismus auf 
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Rezeptorebene selbst (ahnlich dec wirkung des 
Interleukin-1 Inhibitors (17)) zu riickzufuh ren ist 
(24) . 

In Vorversuchen zur vorliegenden Erfindung konnte 
aus Dialyseharn von Uramiepa tienten ein Protein 
identi f iziert werden, das die bioLogischen 
Wirkungen von TNF-a hemmt, indem es durch 
Wechselwirkung mit TNF-a dessen Bindung an seinen 
Zelloberflachenrezeptor verhindert . 

Es wurde f estgestellt , daG das TNF-a bindende 
Protein auch Affinitat zu TNF-6 aufweist, diese 
Affinitat wurde mit etwa 1/50 der Affinitat zu 
TNF-a bestimmt. 

Dieses "Protein, im folgenden TNF-a bindendes 
Protein bzw. TNF-BP genannt, wurde weiters bis zur 
Homogenitat gereinigt. Es weist ein 
Molekularg.ewicht von ca. 30 000, bestimmt mittels 
SDS-PAGE auf, die N-terminale Aminosau resequenz 
wurde mit 

Asp-Ser-Val-X-Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr-Ile-His-Pro-Gln- 
bestimmt. (Daneben wurde in Spuren die folgende 
N-terminale Seguenz nachgewi esen : 
Leu-(Val) -(Pro) -(His) -Leu-G ly-X-Arg-G lu- . ) 

Das native TNF-BP wurde als Glycoprotein 
nachgewiesen. 

Es wurde folgende Aminosaurezusammensetzung , 
angegeben in Aminosaureres ten pro Molekiil und 
bestimmt als Mittelwert einer 24 und 48 stiindigen 
Hydrolyse, ermittelt:: 



Mol Aminosaure/ Mol % Aminosaure 
Mol Protein 



As p +■ 


As n 


27,5 


10 , 9 


Thr 




1 J / o 


6 , 3 


Ser 




20,7 


8 , 2 


Glu + 


Gin 


■J J , K) 


13 , 8 


Pro 




Q 5 


3 , a 


Gly 




16,0 


6,3 


Ala 




4,2 


1,7 


Cy s 




J £. , J 


12, 8 


Val 




10,8 


4,3 


Met 




1,1 


0,4 


lie 




7,0 


2,8 


Leu 




20,2 


8,0 


Tyr 




6,1 


2,4 


Phe 




8,1 


3,2 


His 




11, 1 


4,4 


Lys 




15,7 


6,2 


Arg 




* 11, 8 


.4,7 


Total 




252, 9 


100 



Ein Gehalt an Glukosamin wurde mittels 
Aminosaureana lyse nachgewiesen. 

TNF-BP bildet mtt TNF-a einen Komplex; das molare 
Verhaltnis von TNF-a zu TNF-BP wurde mit 1:1 
bestimmt. TNF-BP konnte im Serum, nicht jedoch im 
Harn gesunder Personen nachgewiesen werden. Ein 
erhdhter Titer wurde im Serum und im Harn von 
Dialysepatienten mit Uramie bestimmt. Als 
Ausgangsmaterial fur s die Reinigung von TNF-a 
bindendem Protein ist somit der Harn von 
Uramie-Pa t ienten unter laufender Dia lysebehandlung 
(im folgenden als Dialyseharn oder Harn von 
Dialysepatienten bezeichnet) besonders geeignet. 
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Die durchgefuhrten 3i ndungs versuche zeigten eine 
dosisabhangige Hemmung der TNF-Bindung an die Zello 
durch konzentr ier ten Dialyseharn. Die Moglichkeit 
der Interpretation, da3 die beobachtete 
Verringerung der Bindung durch gegebenenf alls im 
Harn vorhandenen TNF-a selbst Oder TNF-G, der urn 
die Bindung konkurriert, verursacht werden konnte, 
wurden durch den Befund, daB die Verringerung der 
Bindung durch Anwendung von TNF-a- und 
TNF-G-Antikorpern nicht aufgehoben werden konnte, 
ausgeschlossen. Es wurde auch gezeigt, daG die 
Wirkung des Inhibitors nicht auf seiner Bindung an 
die Zelle beruht; es konnte vielmehr die Bildung 
eines Komplexes zwischen TNF-a und TNF-BP direkt 
nachgewiesen werden. TNF-BP unterscheidet sich 
somit in seiner Wi rkungsweise vom Inter leukin-1 
Inhibitor, der mit Inter leukin-1 urn die Bindung an 
den Zelloberf lachenrezeptor konkurriert (17). Der 
Interleukin-l-Inhibitor beeint racht igt die Wirkung 
von TNF-a nicht. Es wurde auch nachgewiesen, daO 
das TNF-a* bindende Protein Affinitat zu TNF-G 
auf we is t . 



Die Reinigung des TNF bindenden Proteins kann - 
gegebenenfa 1 Is nach Konzent rat ion des Di a lyseha rns 
- in mehreren Schritten nach Liblichen Methoden der 
Fro teinchemie durchgefiihrt werden, z.B. mittels* 
fraktionierter Ammo ni urns ul fatfallung, 
lonenaus tausch- und Ge Ipe rmea t ionsch roma tog raphie , 
Adsorption,' z.B. an Hydroxylapa ti t Oder hydrophobe 
Adsorption, Af f ini tatschromatographic , Reverse 
Phase Chroma tographie, wobei diese Sohritte 
grundsatzlich in beliebiger Reihenf o I ije , 
gegebenfalls unter dazwischengescha I to te r Dialyso 
Oder GelCiltration/ durchgefuhrt werden konnen. 



Die Vorreinigung in zwei Schritten mittels 
Ionenaustauschchromatographie uber eine DEAE-Saule 
und anschlieGende Gelchromatog r aphie (Sephadex 
G-75) brachte eine 62-fache Anreicherung. 
Die weitere Reinigung erfolgt vorzugsweise mittels 
Af f ini tatschromatographie durch an festes 
Tragermaterial (z.B. .Sepharose) gebundenen TNF-a; 
abschlieBend wird, falls erf order lich, durch 
weitere chromatogr aphische Schritte, wie Reverse 
Phase Chromatographies bis zur Homogenitat 
gereinigt . 

Das homogene Protein wurde in hochgereinigter Form 
erhalten, indem Harn von Dia lysepatienten durch 
Ultrafiltration konzent riert , der konzentr ierte 
Harn dialysiert und zunachst in einem ersten 
ReinigungsschritL mittels DEAE-Sephacel- 
Chromatographie auf das Vierfache angereichert 
wurde. Die weitere Anreicherung erfolgte mittels 
Af f initatschromatographie durch an Sepharose 
gebundenen TNF-a. Die Endreinigung wurde mittels 
Reverse Phase Chroma tographie (FPLC) durchgef iihrt . 

Vom hochgereinigten Protein wurde die N-terminale 
Aminosauresequenz aufgeklart. 

Das Auftreten erhohter Titer des TNF bindenden 
Proteins sowohl im Serum als auch im Harn von 
Uramie-Patienten la'Gt sich damit erklaren, daQ 
Proteine dieser GrdGe, die norma lerweise der 
glomerularen Filtration unterworfen und durch 
Tubulus-Zel len ka t abo 1 i s ie rt werden, bei 
Erkrankungen mit Verlust des Nephrons (z.B. 
Glomerulonephritis) die mit Verminderung von 
Ausscheidung und entiogenem Katabolismus 
einhergehen, im Blut wie im Harn akkumuliert werden 
(13) . 
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TNF-BP kommt o £ f ens icht 1 ich die Funktion eines 
Regulators dec TNF-Ak t i vi tat mit der Fahigkeit zu, 
die Konzentrationsanderungen von freiem, biologisch 
aktivem TNF abzupuffern. TNF-BP durfte auch die 
Ausscheidung von TNF durch die Niere beeinf luss?- . 
weil der mit TNF gebildete Komplex, der ein 
Molekulargewicht von ca. 75000, bestimrnt mittels 
Gelpermeationschromatographie auf Sephadex G 75 
aufweist, ira Gegensatz zu TNF nicht durch den 
Glomerulus zuriickgehal ten wi rd . 



Das TNF-BP stellt eine von drei" ' 
Hauptproteinkomponenten aus dem Harn von 
Dialysepatienten dar, die Affinitat zu TNF 
aufweisen und die gemeinsam mit TNF-BP von der 
Af f ini tatschromatographiesaule eluieren. Die beiden 
anderen Proteine binden jedoch of f ensichtlich in 
einer Weise, die die Bindung von TNF-ce. an seinen 
Zelloberf lachenrezeptor nicht beeint racht igt . 

Auf Grund. der erhaltenen Ergebnisse zur 
biologischen Wirkung des TNF-BP konnte es sich bei 
diesem Protein urn den loslichen Teil des 
TNF-Rezeptors handeln. 

Auf Grund seiner Fahigkeit, die biologische Wirkung 
von TNF-a und TNF-a zu inhibieren, ist das TNF 
bindende Protein geeignet, bei Indikationen 
eingesetzt zu werden, bei denen eine Herabsetzung 
der TNF-Akt ivi tat im Organismus angezeigt ist. 

TNF-BP kann zur prophylaktischen und 
therapeut ischen Behandlung des menschlichen oder 
tierischen Korpers bei Indikationen, bei denen eine 
schadigende wirkung* von TNF-a auftritt, 
eingesetzt werden. Solche Erkrankungen sind 
insbesondere en t ziind 1 i che sowie infektiose und 
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parasitica Erkrankungen oder Schockzustande, bei 
denen endogenes TNF-a freigesetzt wird. Es sind 
darunter auch patholog ische Zustande 
zu verstehen, die als Nebenwi rkungen bei der 
Therapie mit TNF-a , besonders bei hoher 
Dosierung, auftreten konnen, z.B. schwere 
Hypotension, Storungen des Zent ra lnervensystems . 
Als Arzneimittel kommen insbesondere 
pharmazeutische Zuberei tungen fur die parenterale 
Anwendung in Betracht, z.B. in Form von 
Lyophilisaten oder Losungen, gegebenenf al Is 
zusammen mit physiologisch vertfaglichen 
Zusatzstoffen, wie S t abi 1 i sa to ren . Auf Grund seiner 
TNF-a bindenden Eigenschaf ten ist TNF-BP auch als 
Diagnostikum fur die Bestimmung von TNF-a 
geeignet, z.B. als eine der Komponenten in 
Radioimmunoassays oder Enzyminununoassays, 
gegebenenfalls zusammen mit Antikdrpern gegen TNF-a. 

Auf Grund seiner Eigenschaf ten ist dieses Protein 
ein pharmakologisch wertvoller Wirkstoff, der aus 
natiirlichen Quellen nicht in aus reichender Menge 
mittels proteinchemischer Methoden darstellbar ist. 

Es bestand daher das Bediirfnis, dieses Protein 
(bzw. verwandte Proteine mit der Fahigkeit, TNF-a 
zu binden) auf rekombi nantem Weg herzus tel len , urn 
es fur die therapeutische Anwendung in 
ausreichender Menge zur Verfugung zu stellen. 

Der vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe 
zugrunde, DNAs , kodierend fur Proteine mit der 
Fahigkeit, TNF-a zu binden, zur Verfugung zu 
stellen, urn auf deren Basis die Herstellung 
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rekombinanter DNA-Molekiile zu ermoglichen, mit 
denen geeignete Wi rtso rganismen t r ans f ormiert 
werden konnen, urn Proteine mit TNF-BP-Akt i v i t a t zu 
produzieren. 

Die Aufgabe wurde erf indungsgemaG dadurch gelost, 
daG auf Basis der N-termina len Aminosauresequenz 
und Aninosauresequenzen von tryptischen Peptiden, 
.die vom hochgereinigten TNF-BP erhalten wurden, 
Hybridisierungssonden hergestellt wurden und mit 
Hilfe dieser Sonden aus einer geeigneten 
cDNA-Bibliothek eine cDNA, die einen Teil der fur 
TNF-BP kodierenden DNA darstellt, erhalten wurde. 

Eine solche DNA hybridisiert mit DNAs (bzw. RNAs ) , 
kodierend fiir TNF-BP bzw. verwandte Proteine mit 
der Fahigkeit, TNF-a zu binden, bzw. fiir 
Proteine, deren Prozessierung TNF-BP bzw. TNF-BP 
verwandte Proteine ergibt ( im folgenden werden 
diese DNAs (bzw. RNAs ) der Einfachheit halber als 
**TNF— BP— DNAs ** bzw . "TNF-BP-RNAs " bezeichnet) . Unter 
Prozessierung ist die in vivo Abspaltung von 
Tei Isequenzen eines Proteins zu verstehen. Dabei 
kann N-terminal die Abspaltung einer Signal- 
und/oder anderen Sequenzen und gegebenenf a 1 Is 
zusatzlich, wenn es sich etwa bei dem Protein urn 
den ext razel lula ren loslichen Teil eines Rezeptors 
handelt, der mit dem N-terminal gelegenen Abschnitt 
aus der Zellmembran herausragt, C-terminal die 
Abspaltung des die transmembrane und 
cytoplasmatische Region des Rezeptors bildenden 
Teils des Proteins erfolgen. 

Unter TNF-BP-DNAs (bzw. TNF-BP-RNAs) sind auch 
cDNAs / abgeleitet von mRNAs , die durch alternatives 
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Splicing entstandea sind (bzw. diese mRNAs selbst) , 
mitumcaGt. Unter "alternatives Splicing" wird die 
Entfernung von Introns verstanden, bei der vorn 
gleichen mRNA-Precursor verschiedene 
Spliceacceptor- und/oder Splicedono r-s tel len 
verwendet werden. Die dabei entstehenden mRNAs 
unterscheiden sich voneinander durch das ganzliche 
oder teilweise Vorhandensein Oder Fehlen von 
bestimmten Exonsequenzen, wobei es gegebenenf alls 
zu einer Verschiebung. des Leserasters kotnmen kann. 

Gegenstand der Erfindung ist somit die in Anspruch 
1 definierte DNA einschl ieBl ich samtlicher 
V3rianten davon, die geeignet sind, mit TNF-BP-DNAs 
bzw. TNF-BP-RNAs zu hyb r id i s ie ren . 

Die genannten Varianten umfassen z.5. diejeniyen 
DNA -Mo lekule / die durch PCR-Amplif ikation mit Hilfe 
von Primern erhalten werden, deren Nukleot idsequenz 
nicht exakt mit der gesuchten Sequenz 
iibereinstimmt , etwa aufgrund von zu 
Klonierungszwecken vorgesehenen 

Rest rikt ionsschnitts tel len oder aufgrund von bei 
der Aminosauresequenzanalyse etwa nicht eindeutig 
ermittelten Ami nosau ren . 

Die erf indungsgemaBen DNA-Molekule konnen verwendet 
warden, urn aus cDNA-Bibl io theken cDNA-Klone , 
enthaltend TNF-BP-DNAs , zu erhalten. Weiters konnen 
die erf indungsgemaBen DNAs als 
Kybridisierungssonden fiir mRNA-Praparationen 
eingesetzt werden, urn TNF-BP-RNAs zu isolieren und 
daraus z.B. angereicher te cDNA-Bibl io theken 
herzustellen, die ein wesentlich vereinf achtes und 
eff izienteres Screening ermoglichen. Ein weiteres 
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Anwendungsgebiet ist die Isolierung der gewunschten 
DNAs aus genomischen DNA-Bibliotheken mit Hilfe der 
erfindungsgemaflen DNAs als Kybr idis ierungssonden . 

Gegenstand der Erfindung sind weiters TNF-BP-DNAs, 
die mit den vorgenannten DNA-Molekiilen 
hybridisieren, einschliefll ich ihrer degener ierten 
Varianten sowie modif iz ierte TNF-BP-DNAs, kodierend 
flir Proteine mit der Fahigkeit, TNF-a zu binden. 

Gegenstand der Erfindung sind weiters rekombinante 
DNA-Molekiile , enthaltend solche DNA-Sequenzen. 

Solche rekombinanten DNA-Molekiile sind zur 
Klonierung von DNA, kodierend fur Proteine mit der 
Fahigkeit, TNF-a zu binden, sowie zu deren 
Expression in entsprechenden Wirtsorganismen 
geeignet . 

Gegenstand der Erfindung sind weiters Polypeptide, 
die von so'lchen DNAs kodiert werden. 

Auf Grund ihrer Fahigkeit, TNF-a zu binden, sind 
diese Polypeptide geeignet, bei der 

prophylakt ischen und therapeut ischen Behandlung des 
menschlichen oder tierischen Kdrpers bei 
Indika t ionen eingesetzt zu werden, bei denen eine 
schadigende wirkung von TNF-a auftritt. 

Da beim TNF-BP auch eine TNF-I3 inhibierende wirkung 
nachgewiesen wurde, kann es (bzw. die verwandten 
Polypeptide) in geeigneter Dosierung, 
gegebenenf alls in im Hinblick auf eine gesteigerte 
Affinitat zu TNF-I3 njodi f iz ier ter Form, auch fiir die 
Tnhibierung der wirkung von TNF-0 im Organismus 
verwendet werden. 
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Gegenstand der Erfindung sind daher weiters 
pharmazeut ische Zubereitungen, enthaltend eine die 
biologische Wirkung von TNF-a und/oder TNF-6 
wirksam hemmende Menge von TNF-BP bzw. einem 
verwandten Polypeptid mit der Fahigkeit, TNF zu 
binden . 

Unter "modi f izierten DNAs" sind solche DNAs zu 
verstehen, die z.B. durch Mutation, Transposition 
oder Addition sowie durch Verkiirzung von 
TNF-BP— DNAs erhalten werden, sofern diese 
modif izierten Sequenzen flir Prot'eine mit der 
Fahigkeit, TNF-a zu binden, kodieren. 

Unter der "Fahigkeit, TNF-a zu binden" ist im 
Rahraen der vorliegenden Erfindung die Eigenschaft 
eines Proteins za verstehen, an TNF-a derart zu 
binden, dan die Bindung von TNF-a an den 
f unktionellen Teil des Rezeptors verhindert und die 
wirkung von TNF-a im menschlichen oder tierischen 
Organismus gehemmt oder aufgehoben wird. Durch 
diese Definition ist die Fahigkeit eines Proteins, 
auch an andere Proteine, z.B. an TNF-fl, binden und 
deren Wirkung inhibieren zu konnen, mit 
eingeschlossen . 

Ebenso wie etwaige Modi f i ka t ionen der DNA-Seouenz 
erfolgt die Auswahl von fur die Expression 
geeigneten Wi r tsorganismen insbesondere im Hinblick 
auf diese biologische Eigenschaft; da riiberhinaus 
gehen die bei der Herstellung rekombinanter 
Proteine ublichen Kriterien wie Vert rag lichkeit mit 
dem gewahlten Vektor, Prozessierungsf ahigkei t , 
Tsolierung des Proteins, 

Exp ress ionscha rakte'r istika , Sicherheits- und 
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Kostenaspekte in die Entscheidung liber den 
Wirtsorganismus ein. Die Wahl eines geeigneten 

-e^wOl* C^IUI ^Cu aU* U<SU> . -aUo.O^wa^x^ 

vorgesehenen Wirt. G runds a t z 1 ich sind alle Vektoren 
geeignet, die die erf indungsgemaOen TNF-BP-DNAs 
replizieren und exprimieren. 

im Falle der TNF-BP-DNA ist ira Hinblick auf deren 
Expression vor allem der etwaigen Relevanz der 
beiden beim natlirlichen Protein f estgestell ten 
Kriterien Glykosylierung (vgl. Vorversuch 12) und 
hoher Anteil an Cys teinresten (vgl. Vorversuch 9) 
fur die Eigenschaft, TNF-a zu binden, Rechnung zu 
tragen. ZweckmaSig werdexi daher fur die Expression 
Eukaryoten, insbesondere geeignete 
Expressionssysteme hoherer Eukaryoten, verwendet. 

Das Durchsuchen von cDNA-Bibl io theken rait Hilfe von 
Hybridisierungssonden, die von Aminosauresequenzen 
kurzer Peptide abgeleitet sind, stdOt auf Grund der 
Degeneration des genetischen Codes raitunter auf 
groGere Schwier igkei ten . Zusatzlich erschwert wird 
diese Vorgangsweise dann, wenn von einem Protein, 
wie z.B. dem TNF-BP , nicht bekannt ist, in welchen 
Geweben es synthetis iert wird. In diesem Fall kann 
bei einem Versagen dieser Methode unter Umstanden 
nicht mit Bestimmtheit festgestellt werden, ob es 
auf die Wahl einer ungeeigneten cDUA-B ibliothek 
Oder auf die zu geringe Spezifitat der 
Hybridisierungssonden zuruckzuf uhren ist. 

Zur Losung der gestellten Aufgabe wurde daher 
erf indungsgemaQ wie folgt vorgegangen: Als 
cDNA-Bibliothek wurde eine Bibliothek der 
Fibrosarkomzellinie*HS913 T, die nit TNF-a 
induziert warden war und in Lambda gtll vorlag, 
eingesetz t . 
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Urn aus dieser Bibliothek Lambda DNA mit TNF-3? 
Sequenzen zu erhalten, wurde die groGe 

ausgeniitzt. Mit Hilfe dieser Methode kann aus einer 
gesamten cDNA-Bibliothek eine unbekannte 
DNA-Sequenz erhalten werden, die flankiert ist von 
Oligonukleo tiden , die auf Basis bekannter 
Aminosau retei lsequenzen entworfen und als 
Hybr idis ierungssonden eingesetzt wurden. Ein 
solches langeres DNA-Fragment kann nachfolgend als 
Hybridisierungssonde , z.B. zur Isolierung von 
cDNA— Klonen , insbesondere des ursprunglichen 
cDNA-Klons, eingesetzt- werden. 

Die "Polymerase Kettenreakt ion" ("Polymerase Chain 
Reaction", PCR) ist eine Methode, urn DNA 
enzymatisch in vitro zu amplif izieren . Die Methode 
basiert auf der Wiederholung eines Zyklus der drei 
Stufen: Hi t zedena tur ierung der DNA, Binden von 
01 igodesoxy-nukleotid-Pr iraern an dazu komplementa re 
Sequenzen und Ver langerung der Primer mit DNA 
Polymerase, der auf einander f o lgend unter 
kontrollier ten Temperaturbedingungen rnehrfach 
wiederholt wird. Fur die PCR Amplif izierung von DNA 
werden zwei Oligodesoxynukleot id- Primer 
eingesetzt, die das zu ampl if izierende DNA Segment 
flankieren. Diese Oligodesoxynukleotide sind so 
ausgelegt, daG sie an den gegeniiber 1 iegenden 
DNA-Strangen binden und so orientiert sind, daG die 
DNA Synthese durch die Polymerase uber die zwischen 
den Primern liegende Region erfolgt. Dadurch wird 
die Menge dieses DNA Segments in jedem Zyklus 
verdoppelt, weil die verlangerten Produkte 
ebenfalls komplementar zu einem der Primer und 
damit befahigt sind*, diesen zu binden. Dies fiihrt 
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zu einer exponent ie 1 len Anhaufung des spezif ischen, 
von den Pr imern ■ £ lankierten DNA-c r agmen t s , 
~ar Einsatz einer the rmo s t abi len DNA Polymerase aus 
dem Bakterium Thermus aquaticus ermoglicht die 
Automatisierung der PCR. Da dieses Enzym seine 
Aktivitat auch nach langerer Inkubation bei hoher 
Temperatur (95°C) behalt, die zur Dena turierung der 
DNA notwendig ist, geniigt eine einmalige Zugabe des 
Enzyms fiir die Durchfiihrung vieler PCR-Zyklen (31) . 

Im einzelnen wurde die gestellte Aufgabe wie folgt 
gelost: 

Vom hochgereinigten TNF-a bindenden Protein 
wurden die N-terminale Aminosauresequenz sowie die 
Aminosauresequenzen von durch tryptischen Verdau 
des Proteins erhaltenen Peptiden bestimmt. 

Aus diesen Sequenzen wurden im Hinblick auf ihren 
Einsatz in der PCR fiir die Herstellung von 
Oligonukleotiden Bereiche einerseits aus dem 
N-Terminus und andererseits aus einem tryptischen 
Peptid derart ausgewahlt, da3 die Komplexitat .von 
Mischoligonukleotiden fur die Hybridis ierung mit 
cDNA mdglichst gering ist. Auf Basis dieser beiden 
Bereiche wurde je ein Satz Mischoligonukleo t ide 
hergestellt, wobei der vom N-terrninal gelegenen 
Bereich abgeleitete entsprechend der mRNA und der 
vom tryptischen Peptid abgeleitete revers 
komplementar . zur mRNA synthet isiert wurde. Urn das 
nachfolgende Klonieren eines mit PCR amplif izierten 
Segments zu erleichtern, wurde der vom tryptischen 
Peptid abgeleitete Satz von Oligonukleotiden mit 
einer BamHI-Rest riktionss telle versehen. Darauf 
wurde Lambda-DNA aus 5 der TNF-a induzierten 
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Fibrosarkom cDNA-Biblio thek isoliert und daraus 
eine TNF-BP-Sequenz mittels PCR ampl if iziert . Das 
erhaltene Fragment wurde kloniert und sequenziert; 
es weist 158 Nukleotide auf und enthalt zwischen 
den beiden von den Primer Oligonukleotiden 
stammenden Sequenzabschni tten die fiir das 
tryotische Peptid 20 kodierende Sequenz. 

Dieses DNA-Fragment kann nachfolgend radioaktiv 
marki-ert und als Sonde, z.B. zur Isolierung von 
cDNA-Klonen aus der Fibrosarkom-Bibliothek, 
verwendet werden. Dazu kann so vorgegangen werden, 
dafi zunachst Plaques mit der Sonde hybridisiert , 
Phagen von hybridisierenden Plaques vereinzelt und 
daraus Lambda DNA gewonnen werden. 

Daraufhin kann Einzeis t rang-DNA mittels PCR 
hergestellt und direkt sequenziert werden. (Diese 
Methode kann verwendet werden, urn auf schnellem Weg 
Sequenzinf ormationen von Inserts rekombinanter 
Lambda-Klone zu erhalten, ohne den ublichen Weg der 
Subklonierung von DNA-Fragmenten in M13 Oder 
ahnlichen Vektoren beschreiten zu miissen.) 

Die Erfindung wird an Hand der fclgenden 
Vorversuche und Beispiele naher erlautert: 

Vorversuch 1 

Kompeti t ionsbindungstest 

Die Anwesenheit von TNF-BP wurde durch Kompetition 
mit der Bindung von radioaktiv markiertem 
rekombinantem TNF-a* ( 125 I-TNF-a) 
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an HL-60 Zellen uberpriift. Zur radioaktiven 
Markierung mit 125 I-TNF-a wurde die 
Zwei-Phasen-Methode nach Tejedor und Ballesta 
verwendet (19). Dazu wurden 50 ul Boratpuffer (50 
mM, pH 8,4), 10 ^il KI (0,125mM in freiem 
Boratpuffer) und 1 mCi 125 I (Amersham) mit 1 ug 
rekombinantem TNF-a (hergestellt von Genentech 
enthaltend 36xl0 6 E/mg , entsprechend 646 E/pMol), 
enthaltend 0,05 % Tween 10, gemischt. Von der 
Voraussetzung ausgehend, daG sich markierter • 
TNF-a von unma rkier tern hinsichtlich der 
Bindungseigenschaf ten nicht unterscheidet , wurde 
die spezifische Aktivitat durch Verdrangungsanalyse 
bestimmt . 

Zur Durchfiihrung des Kompeti tions-Bindungstests 
wurde ein Subklon von HL-60 Zellen (KL-60-10) 
(20,21) verwendet. 

Die Zellen wurden in Suspensionskultur in RPMI-1640- 
Medium mit .10 % fotalem Rinderserum (FBS) 
geziichtet. Zellen aus der logari thmischen 
Wachstumsphase (7,5xl0 6 ) wurden mit 

Bindungspuf f er (RPMI-1640, 10 % FBS, 20mM Hepes pH 

7,4) gewaschen und mit 50mM I -TNF-a 2 

Stunden lang bei 4°C durch Rotation in 1,5 ml 

Eppendorf Zent r i f ugenrdhrchen in einem 

Gesamtvolumen von 300 ul inkubiert. AnschlieCend 

wurde 10 Sekunden lang bei 8000xg zent ri f ug i e r t , 

der Niederschlag mit eiskaltem Bindungspuf fer 

aufgenommen und zweimal gewaschen , urn freien von 
12 5 

membrangebundenem I-TNF zu trennen. 

Die Radioakt ivi tat wurde mit einem gamma-Zahler 
(LKB 1272 Clinigamma)* gemessen. Die spezifische 
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Bindung wurde definiert: als Differenz zwischea 
Gesamtbindung und unspezi fischer Bindung, die bei 
lOOOfachem UberschuG von unmarkiertem TNF-a 
auftrat (die unspez i f i sche Bindung betrug 5-20 % 
der Gesamtbindung). AnschlieGend wurde der EinfluG 
von dialysiertem Urin auf die Bindung von 
I -TNF-a gemessen. 

Die Bindungshemmung, verursacht durch verschiedene 
Volumina eines konzent r ierten Dia lyseharns (der 
verwendete Ausgangsharn wurde rait EDTA (10 g/1), 
TRIS (6 g/1), NaN 3 (1 g/1), 

Benzamidinhydrochlorid .(1 g/l) konserviert, gegen " 
0,15 M NaCl, 5mM Hepes , pH 7,4, und 1 mM 
Benzamidinhydrochlorid dialysiert und bei -20°C 
gelagert), wurde zur Konstruktion einer 
Standardkurve herangezogen, wobei das Urinvolumen 
gegen das Verhaltnis von gebundenem 125 I-TNF-a 
zu maximal gebundenem 125 l-TNF-a (B/Bmax) 
■ aufgetragen wurde. Eine Einheit TNF bindendes 
Protein wurde definiert als diejenige Menge von 
TNF-BP, die das Verhaltnis B/Bmax auf 0,5 
herabsetzt . 

Um eine Verringerung der Bindung von 125 I-TNF-a 
an die Zellen durch eventuell in der Probe 
vorhandenen TNF-a oder TNF-G zu verhindern, 
muGten diese entfernt bzw. blockiert werden. 

Dazu wurden Antisera v.erwendet, die durch 
Immunisierung von Kaninchen mit TNF-a bzw. TNF-6 
hergestellt worden warenN Das Immunglobu 1 in von 1 \il 
TNF-a-Ant i serum wurde an 25 mgProtein A-Sepharose 
(Pharmacia) in 200 ul Bindungspuf f er bei 37°C 
eine Stunde lang adsorbiert. Um eventuell 
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in den biologischen Proben enthaltenes TNF-a zu 

A-Sepharose gebundenen Anti-TNF-a 12 Stunden lang 
bei 4°C in einem Volumen von 750 jaI unter 
Rotation inkubiert. Nach anschlieflender Sminiltiger 
Zentrif ugation bei lOOOOxg wurde der Uberstand fiir 
den Korcipeti tionsbindungs test verwendet . 

In einem Verg leichsversuch konnte gezeigt werden, 
da6 mit Hilfe dieser Vorgangsweise die Kompetition 
durch lOnM exogenen rekombinanten TNF-a 
vollstandig aufgehoben wird. 

Dazu wurden verschiedene Konzentra tionen von 
TNF-a (l-100nM) in 7 ul Bindungspuf f er mit 1 
\il anti TNF-a, adsorbiert an 25 mg Protein 
A-Sepharose, 12 Stunden lang bei 4°C unter Rotation 
inkubiert. Nach Zentrif ugation wurden die 
Uberstande dem Kompet itionsbindungs tes t 
unterworfen. Die Ergebnisse dieses 
Vergleichsversuches sind in Fig. 2a dargestellt: 

Die Werte, erhalten nach Prainkubat ion mit 

Anti-TNF-a (• «), wurden verglichen mit den 

entsprechenden Werten fiir TNF-a, das nicht 

vorinkubiert worden war (o o) . Die Ergebnisse 

zeigen, daB die Verringerung der Bindung von 
i2 ~ 1 -TNF-a durch 10 nK TNF-a ausgescha 1 te t 
werden kann, wenn TNF-a mit Antikdrpern 
prainkubiert wird. 

Da Antikorper gegen TNF-6 keine Bindung an 
12 5 

I -TNF-a zeigten, konnten sie direkt zur 
biologischen Probe zugegeben werden. Es wurden 
10 ul Antiserum mit* der Probe gemischt, eine 
Stunde inkubiert und anschlieBend der 
Kompet itionsassay du rchgefiih r t . 
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enthaltend 230xl0 6 E / ma ! V ° n Genen tech, 

Oie Bindung von 50 pM 125 I-TNF-a bei 4-C in 

;:: » ^ :— r;r~ 

(die Bai^n • e * * dargestellfc 

(die Balken eeigen den Standardf ehler des 
arithmetischen Mittels an). 

oa, d i e gemessene Verringerung sindu 

r-TNF-a an die Ze ii e nicht auf die 
Anwe«.nh.it von TNF-a oder TNF-G in der Probe 
.uruckxuMhcn ist, zeigt der identische 

10 M l TNF-,3- Antiserum (Q a) _ 
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Vorversuch 2 

Dieser Versuch wurde durchgef uhr t , am zu 
uberprufen, ob TNF-3P Affinitat zu TNF-G aufweist. 
Dazu wurde wie in Vorversuch 1 vorgegangen mit dem 
Unterschied, daG die Zellen mit 50 pM Xj&J I-TNF-G 
inkubiert wurden. Es wurde f estgestel It , daS TNF-3? 
zu TNF-G eine Affinitat aufweist, die ca. 1/50 
seiner Affinitat zu TNF-a betragt; d.h. es werden 
50 Einheiten TNF-BP benotigt, urn die Bindung von 
TNF-S an die Zelle urn 50 % zu inhibieren. 



Vorversuch 3 

Nachweis der Bildung eines Komplexes von TNF-a 
mit TNF-BP aus biologischen Fiuss igkei ten . 

Diese Versuche wurden mit einer Mischung von 
125 I-TNF-a mit dialysiertem Harn oder Serum 
mittels Gelchromatographie auf Sephacryl 
durchgef iihrt . Dazu wurden Mischungen mit und ohne 
250£achen molaren UberschuG von hichtmarkiertem 
TNF-a hergestellt, 

500 ul Probe wurden 10 Minuten lang bei 23°C mit 
125 I-TNF-a bei einer Endkonzen t ra t ion von 200pM 
gemischt und auf einer Sephacryl 200 superfine 
Saule (1,5x60 cm, Pharmacia), die mit 0,15M NaCl, 
5mM Hepes pH 7,4 equilibriert worden war, 
aufgetragen. Die Saule wurde mit 0 , 15M NaCl, 5mM 
Hepes pH 7,4 bei einer Durchf luflra te von 25 ml/h 
eluiert. Vor der Gelchromatographie wurden ein Te: 
der Proben zusatzlich mit einem 250fachem molaren 
UberschuQ von unmartaier tem TNF-a (50nM) inkubiert. 
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Fig. 3A zeigt das Chromatogramm von i25 r-TNF-a 

allein (□ a) und einer Mischung von 200pM 

-I/TNF-a mit dialysiertem Ham einer gesunden 
Person ( m # ) . 

Fig. 33. zeigt die Elut ionsprof i le von Mischungen 
von 200pM 125 I-TNF-a mit dialysiertem Harn von 

einem Uramiepa t ienten in Abwesenheit (• • ) und 

Anwesenheit (o o) eines 250 fachen Uberschusses 

von unmarkiertem TNF-a) . 

Fig. 3C. zeigt die Elut ionsp rof £ le von Mischungen 
von 200pM 125 I-TNF-a mit Serum einer gesunden 

Person in Abwesenheit (• #) und Anwesenheit 

(o o) eines 250 fachen Uberschusses von 

unmarkiertem TNF-a. 

Fig. 3D. zeigt die Elutionsprof i le von Mischungen 
von 200pM i25 I-TNF-a mit Serum von einem 

Uramie-Patienten in Abwesenheit (♦ *) und 

Anwesenheit (o o) eines 250 fachen Uberschusses 

von unmarkiertem TNF-a. Pfeile bedeuten das 
Totvolumen V Q und die Elutionsvolumina von 
Rinderserumalbumin (I; Molekulargewicht 67000), 
Ovalbumin (II; 43000), Chymotrypsinogen (III; 
25000) und Ribonuklease (IV; 13700). 

Bei Verwendung von dialysiertem Harn einer gesunden 
12 5 

Person eluierte I-TNF-a als einzelner Peak 
entsprechend einem Molekulargewicht von ca. 35000 
(Fig.3A); die Verwendung von Dialyseharn eines 
Uramiepat ienten, Serum einer gesur.den Person und 
Serum eines Uramiepa t ienten resultierte in zwei 
Hauptpeaks, entsprechend Molekula rgewichten von ca . 
35000 (freier 125 I-/TNF-a) und ca . 75000 
(Komplex zwischen 125 I-TNF-a und TNF-BP) . 
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Vorversuch 4: 



Partielle Reinigung von TNF-BP 

TNF-BP wurde aus mehreren Proben Dialyseharn 
Uramiepatienten partiell gereinigt. 



a) Konzentration : 



Dazu wurden jeweils 300 ml Harn durch 
Druckultraf iltration (Diaflo-Zellen, ausgeriistet 
mit UM-10 Membranen (Amicon Inc.) und 
anschlieGende Dialyse gegen lOmM Tris HC1, pH 
8,0, 0,3 % Natriumazid konzentriert . 



b) Ionenaustauschchromatogr aphie : 
Zur Durchf iihrung der 

Ionenaustauschchromatographie wurde eine 
DEAE-Sephacel-Saule (1,5x60 cm, Pharmacia) mit 
der Probe (15 ml konzentrierter Dialyseharn 
enthaltend 192 E/ml TNF-BP) beschickt . Eluiert 
wurde mit 150 ml eines NaCl/lOmM Tris/ HC1, pH 
8 , 0-Gradienten, wobei die NaCl-Konzent ra tion 0 
bis 0,4 M betrug. Der am Ende der Elution 
verwendete steile Gradient diente zur 
Uberprufung, ob zusatzliches TNF-BP bei hoher 
Ionenstarke eluierbar ist. Die das TNF bindende 
Protein 'entha Itenden Fraktionen wurden 
vereinigt, lyophi 1 i s ie r t , wiederauf genommen und 
gegen 0,15 M NaCI, 5mM Hepes pH 7,4 dialysiert. 
Das Ionenaus t ausch-Chroma togramm ist in Fig. 4A 
dacgestellt (urn die Werte flir die Absorption zu 
erhalten, sind d*ie da rges te 1 1 ten Werte mit 0,3 
zu mult ipl izieren) . 



25 



c) Gelpermeationschromatographie: 

Die eus Schritt b) erhaltene P ro t e in 16 sung (5 ml, 

. - ';' -..F-3P) wurde auf eine Sephadex 
G-75 superfine Saule (2,6x90 cm, Pharmacia), 
equilibriert mit 0,15 M NaCl, 5mM Hepes, pH 7,4, 
aufgetragsn. Die Saule wurde bei einer 
Durchf luGrate von 7 ml/Stunde eluiert. Das 
Chromatogramm ist in Fig. 4B dargestel It ; die 
Pfeile zeigen das Totvolumen ( v q) ' die 
Elut ions vo lumina von Rinderseruma Ibumin (I, 
Molekulargewicht 67000), Ovalbumin (II, 43000) und 
Chymotrypsinogen (III, 25000) an (urn die Werte fur . 
die Absorption zu erhaiten, sind die darges tellten 
Werte mit 0,03 zu multiplizieren) . 

Die TNF-BP enthaltenden Fraktionen wurden 
vereinigt , lyophi lisiert , wieder auf genommen, gegen 
0,12 M NaCl, 5mM Hepes pH 7,4 dialysiert und durch 
Filtration s teri 1 isiert . Die Bestimmung der 
Proteinkonzentra tion erfolgte mit Hilfe des Biorad 
Protein Microassay und mit Albumin als Standard. 

Die partielle Reinigung brachte eine 62 fache 
Anreicherung des TNF bindenden Proteins, das 
Molekulargewicht wurde mit ca . 50000 bestimmt. 
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Vorversuch 5 



Hemmung der biologischen Aktivitat von 
rekombinantem TNF durch TNF-BP. 

Die Blockierung der wachstumshemmenden Wirkung von 
TNF-a durch TNF-BP wurde an HL-60-10 Zellen in 
Agarkultur gemessen. 2000 Zellen wurden in 1 ml 
0,3 %igem Agar auf 0,5 %igem Agar,jeweils in 
Wachstumsmedium mit 10 % fotalem Rinderserum, in 
35 mm Gewebekulturscha len geschichtet; die 
Topagarschicht der Kul turschalen enthielt 
verschiedene Konzentra tionen von TNF-a (0-4pM, 
ausgehend von Stammlosungen, enthaltend 80pM Oder 
320pM TNF-a in Wachstumsmedium) und eine 
einheitliche Konzentration von TNF-BP (13E/ml, 
ausgehend von einer Stammlosung enthaltend 100 E/ml 
in 0,15M NaCl, 5mM Hepes , pH 7,4). Die Kolonien 
wurden nach 10 Tagen gezahlt. 

Fig. 5A zeigt die Blockierung der Wachs tumshernmung 
von rekombinantem TNF-a durch TNF-BP in 

Agarkultur: # * TNF-a allein; o o TNF-a mit 

Zusatz von 13 E/ml TNF-BP. TNF-BP allein 
beeintracht ige das Zellwachstum nicht. 

Die Ergebnisse von Versuchen mit unterschiedlichen 
TNF-BP- Konz;ent ra tionen (0,4-27 E/ml; S tammldsungen 
1000, 250, 62 und 16 E/ml)) bei konstanter 
Konzentration von TNF-a (2 pM; Stammlosung 80pM) 
sind in Fig. 5B dargestellt (Balken bedeuten 
jeweils die Standardabweichung des a r i thmetischen 
Mittels) . Die Ergebnisse dieser Versuche zeigen den 
dosisabhangigen Effekt des TNF-BP auf die 
biologische wirkung von TNF-a. 
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Vorversuch 6 

Bindungsverhalten von Zellen nach Vorbehandlung mit 
TNF-BP 

7,5 x 10 6 HL-60-10 Zellen in 300 ml RPMI , 10% 
FBS , 20mM Hepes pH 7,4 wurden 20 min lang bei 37°C 
mit TNF-BP (14 E/ml) inkubiert, danach zweimal mit 
eiskaltem Bindungspuf f er gewaschen. Danach wurde 
der Kompeti t ionsbindungs test mit 12 ^I-TNF-a, 
wie im Beispiel 1 angegeben, durchgef uhrt ; die 
Kontrol Iversuche wurden mit unbehandelten Zellen 
durchgef uhrt . 

Es wurde ein durchschni ttl iches Verhaltnis B/Bmaz 
von 0,95 erhalten. Dieses Ergebnis zeigfc, daG die 
Wirkung des TNF-BP nicht auf seiner etwaigen 
Bindung an die Zellen beruht . 

Vorversuch 7 

Herstellung von hochgereinig tern TNF-BP 
a) Konzent ration des Harns 

200 1 Dialyseharn von Ur amiepa t ienten , aufbewahrt 
in Flaschen enthaltend EDTA (10 g/1), Tris (6 g/1) , 
NaN3 (1 g/1) und Benzamidinhydrochlor id (1 g/1) 
sowie kiihl gelagert, wurden durch Ultrafiltration 
mittels einem hochdurchlassigen Hamokapi 1 larf ilter 
mit einer asymmet rischen Hohlf asermembr an (FH 8SH, 
Gambro) auf 4,2 l,mit einem Pro tei ngeha 1 t von 567 g 
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konzent riert . Der konzent rier te Harn wurde gegen 
10mM/l Tris HC1, pH 8 dialysiert. Wahrend dieses 
Vorgangs wurde, wie in den nachf o Xgenden Schritten 
(auGer bei der Reverse Phase Chrcmatographie) , 
ImM/l Benzamidinhydrochlorid zugefiigt, um 
proteo lyt ischem Verdau entgegenzuwi r ken . Alle 
nachfolgenden Reinigungsschr i t te wurden, wenn nicht 
anders angegeben, bei 4 °C durchgef uhrt . 

b) Ionenaustauschchroma tographie 

Dieser Schritt wurde, wie im Vor'versuch 1 
beschrieben, durchgef uhrt . Dazu wurden 
DEAE-Sephacel-Saulen (2,5 x 40 cm) mit Proben 
konzentrierten und dialysierten Harns, enthaltend 
je ca. 75 g Protein, beschickt. Eluiert wurde mit 
300 mi eines NaCl /lOmH Tris/KCl pH-S-Gradienten, 
wobei die NaCl Konzent ration 0 bis 0,4 M betrug. 
Die das TNF-BP enthaltenden Fraktionen von sieben 
Saulen mit einem Gesamtproteingeha It von 114 g 
wurden bei -20 °C gelagert. 

c) Affini ta tschromatographie 

Zur Herstellung der TNF-Sepha rosesau le wurde rTNF-a 
(15 mg) in 0,1 M NaHC0 3 , 1 M NaCl, pH 9 
(Kopplungspuf f er ) an 1,5 g cyanogenbromidakti vierte 
Sepharose 4B (Pharmacia) gekoppelt. Die Sepharose 
wurde in ImM HC1 gequollen und mit Kopp lungspuf f er 
gewaschen. Nach Zusatz, von rTNF-a wurde die 
Suspension 2 Stunden lang bei Raumtempera tur 
rotieren gelassen. Der UberschuG an CNBr-Gruppen 
wurde durch eine inha lbs tiindige Rotation mit 1M 
Ethanolamin, pH 8 blockiert. Die TNF-Sepha rose 
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wurde einige Male abwechselnd in 1M NaCl, 0,1 M 
Natr iumacet at pH 8 und 1 M NaCl, 0,1 M Borsaure pH 
4 gewaschen und anschlieOend in phosphatgepuf £ er ter 
Kochsa lz losung mit ImM Benzamidinhydrochlo r id 
gelagert. Die aus Schritt b) erhaltenen Fraktionen 
wurden auf eine Konzent ration von 0,2 M NaCl, lOmM 
Tris/HCl, pH 8 eingestellt. Die TNF-Sepharose wurde 
in eine Saule gepackt und mit 0,2 M NaCl, lOmM Tris 
HC1, pH 8 gewaschen und die TNF-BP enthaltenden 
Fraktionen, entsprechend ca. 30 g Protein, bei 
einer Durchf luBr ate von 10 ml/h aufgetragen und 
ausgiebig mit 0,2 M NaCl, lOmM Tris HC1, pH 8 
gewaschen, bis im Elua't bei 280nm keine Absorption 
mehr nachweisbar war. AnschlieGend wurde TNF-BP mit 
0,2 M Glycin/HCl, pH 2,5 eluiert. 

Der' Verlauf der Aff ini tatschromatogr aphie ist in 

Fig. 6 dargestellt: o o Absorption bei 280 nm; 

# # TNF-BP, gemessen im Kompeti tionsbindungs test . 

TNF-BP enthaltende Fraktionen aus 4 Auf t rennungen 
wurden vereinigt und nach Zusatz von 
Polyethylenglykol (MG 6000) - bis zu einer 
Endkonzent ration von 10 mg/ml - lyophi lis iert . Die 
lyophilisierte Probe wurde in destilliertem Wasser 
gelost und gegen des t i 1 1 ier tes Wasser dialysiert. 
(Die dialysierte Probe (4 ml) wurde in 
tief gef rorenem Zustand gelagert.) 

Dieser Rein-igungsschr itt brachte gegeniiber dem 
vor angegangenen eine weitere Anreicherung urn das 
ca. 9000 fache. (Der Reinigungsg rad in diesem 
Schritt konnte nicht exakt bestimmt werden, weil 
ein gewisser Anteils von TNF-a aus der Saule 
auslief und dabei mog 1 iche rwe ise einen Teil des 
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TNF-BP maskierte; eine derartige Maskierung hat 
zwangs lauf ig eine Ungenau igke i t bei der 
quant i tat iven Bestimmung der Aktivitat des Proteins 
zur Folge.) SDS-PAGE (du rchgef uhr t , wie in 
Vorversuch 8 beschrieben) der TNF-BP enthaltenden 
Fraktionen zeigte die Elution von drei 
Hauptkomponenten mit Mo leku la rgewichten von 
23 000, 30 000 und 50 000 (Fig. 8, Spur A). 

d) Reverse Phase Chromatographic 

Ein aliquoter Anteil (1 ml) der aus Schritt c) 
erhaltenen Fraktionen mit einem Zusatz von 0,1 % 
Trif luoressigsaure wurde auf eine ProRPC HR 5/10 
Saule (Pharmacia), die an ein FPLC-System 
(Pharmacia) angeschlossen war, aufgetragen. Die 
Saule wurde mit 0,1 %iger Trif luoressigsaure 
equilibriert und bei Raumtemperatur mit einem 
linearen 15 ml Gradienten von 10 Vol% bis 50 Vol% 
Acetonitril, enthaltend 0,1 % Trif luoressigsaure , 
beschickt; die Durchf luflrate betrug 0,3 ml/rain. 
Fraktionen von 0,5 ml wurden gesammelt und die ■ 
Absorption bei 280nm sowie die Aktivitat des 
TNF-a bindenden Proteins mit Hilfe des 
Kompet i t ionsbindungstest , wie im Beispiel 1 
angegeben , bes t immt , wobei jeweils 0,01 yl Probe 
verwendet wurden. TNF-BP eluierte als ein einziger 
Akt i vitatsoeak entsprechend einem scharfen 
UV-Abso rpt ionspeak . Die Ergebnisse dieser 
Untersuchungen sind in Fig. 7 dargestellt. 

Dieser letzte Reinigungsschr i t t brachte eine 
Zunahme der spezifischen Aktivitat urn das ca . 29 
cache, die Gesamt zunahme an Aktivitat gegenuber dem 
Ausgangsma terial ( kcnzent rie r ter Dialyseharn) 
betrug das ca. 1,1 x 10 6 fache. 
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SDS-PAGE der reduzierten und nicht reduzierten 
Probe, durchgefiihrt wie in Vorversuch 8 angegeben. 
zeigte das Vorhandensein eines einzigen Polypeptids 
mit einem Molekulargewicht von ca. 30 000 (Fig. 8, 
Spuren B , C) . 

Vorversuch 8 

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 

SDS-PAGE wurde nach der Methode von Laemmli (25) 
auf 18 cm langen, 16 cm breiten und 1.5 mm dicken . 
Flachgelen mit 10 Taschen mittels einer LKB 2001 
Elektrophorese-Einheit durchgefiihrt. Der 
Proteingehalt der Proben aus den 

Reinigungsschritten c) und d) (Vorversuch 7) wurde 
mictels Bio-Raa Protein Assay bestirwnt bzw. aus dec 
Absorption bei 280 nm berechnet. wobei einer 
Absorption von 1.0 ein Gehalt von 1 mg TNF— BP/ml 
OOOOOOdnet wurde. 

Die Proben. enthaltend ca. 25 ug Protein (aus 
vorversuch 7c) bzw. ca . 5 ug O^s 7d) in 
reduzierter (G-Mercaptoethano 1) und nicht 
reduzierter Form wurden au£ ein 3%iges Sammelge. 
und ein 5 bis 20%iges lineares 
polyacrylamidgradientengel aufgetragen. Die 
Elektrophorese wurde bei 25mA/Gel ohne KUhlung 
geeahren. Als Molekulargewichtsmarker (Pharmacia) 
wurden Phosphorylase S (MG 94 000), 
Rinderserumalbumin (MG 67 000). Ovalbumin 
(MG 43 000), Karboanhydrase (MG 30 000), 
Sojabohnen-Trypsininhibitor (MG 20 100) und 
a-Laktalbumin (MG 14 400) verwendet. Die Gele 
wurden mit Coomassie Slue in 7%iger 
Essigsaure/40%igem Ethanol gecarbt und in 7«xger 
Essigsaure/25%igem Ethanol entcarbt. 
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Das Ergebnis der SDS-PAGE ist in Fig. 3 abgebildet 

Spur A (Af f ini tatschromatographie) : es wurden 3 
Proteine mit Mo lekula rgewichten von ca. 28 000, ca 
30 000 und ca. 50 000 nachgewiesen . 

Spuren B und C (Reverse Phase Chroma tographie) : 
Elektropherogramme des reduzierten (B) und des 
nicht reduzierten (C) hochgereinig ten Proteins. 

Das Ergebnis der SDS-PAGE zeigt, daG TNF-BP aus 
einer einzigen Polypeptidkette mit einem 
Molekulargewicht von ca. 30 000 besteht. (Der 
Unterschied zwischen diesem Molekulargewicht und 
dem mittels Gelpermeat ionschroma tog raphie auf 
Sephadex G-75 ermittelten Molekulargewicht von ca . 
50 000 konnte damit erklart werden, dafl bei der 
Gelpermeat ionschromatographie auf Grund der 
Molekiilform des Proteins ein hoheres 
Molekulargewicht vorgetauscht wird. Eine weitere 
Moglichkeit fur die Erklarung dieser Diskrepanz 
konnte die Bildung von TNF-BP-Dimeren unter nicht 
denaturierenden Bedingungen sein.) 

vorversuch 9 

Aminosaureana lyse 

Die Aminos aureana lyse wurde mit dem Beckman High 
Performance-' Analyzer System 6300 nach 
Standardvo rschri f t durchgef uhrt . 

Sie ergab folgende Aminosaurezusammensetzung , 
angegeben in Mol Amjnosaure pro Mo 1 Protein und in 
Mol % Aminosaure, bestimmt als Mittelwert einer 24 
und einer 48 stundigen Hydrolyse: 
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Mol Aminosaure/ Mol % Aminosaure 

Mol Protein 



Asp + Asn 


27,5 


10 , 5 


Thr 


15,8 


6 , 3 


Ser 


20, 7 


8,2 


Glu + Gin 


35,0 


13 , 8 


Pro 


9,5 


3 , o 


Gly 


IQ , U 


6,3 


Ala 


4,2 


1,7 


Cys 


32,3 


12,8 


val 


10,8 


4,3 


Met 


1,1 


0,4 


lie 


7,0 


2,8 


Leu 


20,2 


8,0 


Tyr 


6,1 


2,4 


Phe 


8,1 


3,2 


His 


11, 1 


4,4 


Lys 


15,7 


6,2 


Arg 


. 11,8 


4,7 


Total 


252,9 


100 



rde in den Proben Glukosamin nachgewiesen . 



Vorversuch 10 

a) probenvorbereitung 



15 ug des nach Vorversuch 7d) gereinigten 
proteins wurden Uber Reverse Phase HPLC entsalzt 
und weiter gereinigt. Dazu wurden eine Bakerbond w. 
CIS Saule (Baker; V s * 250 turn) and 0,1 %ige 
Trifluoressigsaure in Wasser (Eluens A) b 2 w. in 
Acetonitril (Eluens 8) als mobile Phase verwendet. 
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Die Gradientens teigerung betrug 20 bis 63 % Eluens 
B in 24 min. Die Detektion erfolgte parallel bei 
214 nm und bei 230 nm. Die TNF-BP enthaltende 
Fraction wurde gesammelt, getrocknet und in 75 \il 
70 %iger Ameisensaure gelost und direkt £iir die 
Atninosauresequenzanalyse verwendet . 

b) Aminosauresequenzana lyse 

Die automatische Aminosauresequenzana lyse wurde mit 
einem Applied Biosystems 477 A 

Fliissigphasensequenator durch On-line Bestimmung 
der f reigesetzten Phenylthiohydantoin-Der iva te 
mittels Applied Biosystems Analysator, Modell 120 A" 
PTH , durchgef uhrt . 

Sie ergab die folgende N-terminale Sequenz als 
Hauptsequenz : (ca. 80% der Proteinmenge) : 
Asp-Ser-Val-X-Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr-Ile-His-Pro-Gln- . 

Daneben war folgende Nebensequenz nachzuwei sen : 
Leu- ( Va 1 ).- ( Pro ) - ( Hi s ) -Leu-G ly-X-Arg-Glu- . 
(Die in Klammer stehenden Aminosaure konnten nicht 
eindeutig ident i f iziert werden.) 

Vorversuch 11 

SDS-PAGE 

Die Probenvorberei tung wurde wie im Vorversuch 10 
durchgef uhn't mit dem Unterschied, dafl die 
Probenmenge 10 ug betrug. Die Probe wurde in 
50 \il Wasser aufgenommen und in 4 Portionen 
geteilt. Einer der vier aliquoten Teile wurde zur 
Reinhei tsbes t immung^ mittels SDS-PAGE nach der 
Methode von Laemmli (25) mit DTT (Di thio threi to 1 > 
reduziert und auf Minigelen (Hofer, 55x80x0,75, 
15 %) getrennt; als Mo leku la rgewichtsma r ke r wurde 
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dec im Vorversuch 8 angegebene verwendet. Die 
Farbung erfolgte nach der Methode von Oakley. (30). 
Das Elekt ropherog ramm ist in Fig. 9 da rges te 1 1 1 . Es 
zeigt eine einzige Bande bei einem Molekulargewicht 
von ca . 30 000 . 



Vorversuch 12 



Untersuchung auf Zuckerantei le mittels 
Af f inoblotting 

Dazu wurden zwei der restlichen Portionen aus der 
Probenvorberei tung zu Vorversuch 11 
gelelektrophoretisch (36) aufgetrennt und auf 
Nitrozellulose geblottet. 

Der Transfer auf Nitrocellulose (NC, Porenweite 
0 # 45 mm) erfolgte mit einer Semi-dry Apparatur 
Sartorius SM 17556) wahrend 2h bei einer 
Stromstarke von l,lmA/cm2 Gelflache. AnschlieBend 
an den Blot-Vorgang wurde die NC fur lh in 
Blockingpuf f er (1 % BSA in PBS , pH 7,2) bei 
Raumtemperatur unter Schiitteln inkubiert (PBS: 
137mM NaCl, 2 , 7mM KCl, 4,2 mM Na 2 HP0 4 , l,5mM 
KH 2 P0 4 , pH 7,2). 

Die Farbung der Glykoproteine erfolgte mit zwei 
verschiedenen Lectinen, die sich durch ihre 
Spezifitat fur die Zuckerreste unter scheiden: 
Concanavaliii A (CcnA) reagiert mit Glucose und 
Mannose, und Weizenkeimlect in ( WGA) reagiert mit 
N-Acetylglucosamin und N-Acetylneuraminsau re . WGA 
wurde mittels Glutardia ldehyd mit 
tfeer re tt ich-Peroxiciase gekoppelt. 
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Zur Kontrolle wurden fiir jedes Lectin jeweils 
Kont rollproteine mit bekannter Glykans t ruktur 
mi tauf ge t r agen (Con A: Ovalbumin; WGA : Fetuin) 

Die Entwicklung mit ConA wurde wie folgt ausgeflihrt 

einige Male spiilen mit TBS (500mM NaCl, 20mM 

TRIS, pH 7,4) .■■ 

60 min Inkubation mit ConA (25 mg ConA/ml) in 

TBSK (TBS mit 1 mM MnCl 2 und 1 mM CaCl 2 ) 

4x15 min spiilen in TBSK mit 0,1% TWEEN 20 

60 min Inkubation mit Peroxidase (50 mg/ml in 

TBSK) 

4x15 min spiilen in TBSK mit 0,1 % TWEEN 20 
15 min Inkubation in TBS 
Inkubation im Farbemedium (60 mg 
4-Chloro-l-naphthol , 15 ml Methanol, 85 ml TBS, 
60 ml H 2 0 2 ), bis blaue Banden sichtbar 
werden . 

Die Farbung wurde durch Spiilen mit Wasser 
beendet . 

Die Entwicklung mit WGA/Peroxidase wurde wie folgt 
ausgef iihr t : 

einige Male spiilen mit TBS 

Inkubation mit Lect in-Kon j uga t (20 ml/ml in PBS) 
fur 2h 

einige Male spiilen mit TBS 
15 min Inkubation in TBS 

Inkubation mit Farbemedium (vgl. oben) , bis 
blaue Banden sichtbar werden 

Das Ergebnis des Affinoblots ist in Fig. 10 
dargestellt: * 

Die Spuren 1 (Kontrolle) und 2 zeigen die Reaktion 
mit ConA, die Spuren 3 (Kontrolle) und 4 zeigen die 
Reaktion mit WGA. 
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Das Ergebnis des Affinoblots zeigt, daG es sich bei 
TNF-BP urn ein Glykoprotein handelt. 

Vorversuch 13 

EinfXu6 von TNF-BP auf die zytotoxische Wirkung von 
TNF-a 

Die Bestimmung des zytotoxischen Effekts von 
TNF-a auf WEHI 164 Klon 13 Zellen wurde 
durchgef iihrt , wie in (29) beschrieben. Zielzellen 
wurden auf Mikrot iterplatten mit einer 
Konzentration von 20 000 bis 40 000 Zellen pro 
Vertiefung in 100 pi RPMI Gewebekulturmedium mit 
10 % FBS aufgebracht. TNF-a wurde in zwei 
verschiedenen Konzentrationen (100pM/l), 1000pM/l) 
zusammen rait verschiedenen Konzentrationen von 
hochgereinigtem TNF-BP zugefiigt. Nach 20 h wurde 
der Anteil an toten Zellen, wie in (29) 
beschrieben, bestimmt. Die Titrationskurven dieses 
Versuchs sind in Fig. 11 dargestellt. 
<# #:100pM TNF-a; o o: lOOOpM TNF-a). 

Beispiel 1 

a-) Tryptic Peptide Mapping 

Etwa 60 jjg des nach Vorversuch 7d) gereinigten 
Proteins wurden uber Reverse Phase HPLC entsalzt 
und damit weiter gereinigt. Dazu wurden eine 
Bakerbond WP C18 Saule (Baker; 4,6 x 250 mm) und 
0,l%ige Tr i f luo ress igsau re in Wasser (Eluens A) 
bzw. in Acetonitril (Eluens B) als mobile Phase 
verwendet. Die Gradlentens teigerung betrug 20 bis 
68% Eluens B in 24 min. Die Detektion erfolgte 
parallel bei 214 nm und bei 280 nm. Die TNF-BP 
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enthaltende Fraktion ( detent ions ze i t etwa 13,0 min) 
wurde ges amine 1 1 , getrocknet und in 60 jai l%igem 
Ammoniumbic a rbona t gelost. 

Dieser Losung wurden 1% w/w, entsprechend 0,6 pg 
Trypsin (Boehringer Mannheim) zugesetzt und die 
Reaktionsmischung 6 Stunden bei 37°C inkubiert. 
Danach wurden nochmals 1% w/w Trypsin zugesetzt und 
die Inkubation iiber Nacht fortgesetzt. 

Zur Reduktion der Disulf idbriicken wurde der 
Reaktionsansatz anschlieBend mit: 60 y.1 6 M 
Harnstoff und mit 12 pi 0,5 M Di thiothreitol 
versetzt und 2 Stunden bei Raumtemper atur 
stehengelassen. 

Die Auftrennung der entstandenen tryptischen 
Spaltpeptide erfolgte iiber Reverse Phase HPLC, 
wobei eine Delta Pak C18 Saule (Waters, 3,9 x 150 
mm, 5 @m Teilchendurchmesser, 100 A 
Porendurchmesser ) bei 30°C und 0,l%ige 
Trif luoressigsaure in Wasser (Eluens A) bzw. in 
Acetonitril (Eluens B) als mobile Phase verwendet 
wurden. Die Gradientensteigerung betrug 0 bis 55% 
Eluens B in 55 min, danach wurde 55% B fur 15 min 
beibehalten. Die FluGrate betrug 1 ml/min, die 
Detektion erfolgte parallel bei 214 nm (0,5 AUFS) 
und bei 280 nm (0,05 AUFS). 

b) Sequenzana lyse von tryptischen -Peptiden 

Einige der nach a) gewonnenen tryptischen 
Spaltpeptide von TNF-3P wurden dec au toma t ischen 
Aminosauresequenzan% lyse unterworfen. Dazu wurden 
die entsprechenden Fraktionen aus der Reverse Phase 
HPLC gesam-T.elt, getrocknet und in 75 jjl 70%iger 
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Ameisensaure gelost. Diese Losungen wurden direkt 
fiir die Sequenzierung in einem Applied aiosystems 
477 A Pulsed Liquid Phase Sequenator eingesetzt. 
Tab.l enthalt die Ergebnisse der Sequenzanalyse der 
tryptischen Peptide, wobei die in Klammern 
angefuhrten Aminosauren nicht mit Sicherheit 
nachgewiesen werden konnten. Die Angabe "X" 
bedeutet, daQ an dieser Stelle die Aminosaure nicht 
identif iziert werden konnfce. 

Xn der Fraktion 8 konnte die Aminosaure in Position 
6 nicht identif iziert werden. Die Sequenz -X-N-S- 
fiir die Position 6-8 laflt vermuten, daB die 
Aminosaure 6 in glykosy 1 ier te r Form vorliegt. 

Auffallend ist die weitgehende Identitat der 
Sequenz der nur in geringer Menge auftretenden 
Fraktion 12 mit der in Vorversuch 10 bestimmten 
Nebensequenz des N-Terminus. Da die Proteine der 
Haupt- und Nebensequenz auf einer analytischen 
Reverse Phase HPLC-Saule (Vorversuch 10a) nicht 
trennbar waren, konnte es sich bei dem Protein mit 
der Nebensequenz urn eine am N-Terminus verlangerte 
Form des TNF-BP handeln, die durch Prozess ie rung 
zum GroGteil in das Protein mit der Hauptsequenz 
iiberfuhrt wird. 

Fraktion Aminos auresequenz 



1 D-S-V-C-P-Q-G-K 

2 X-X-L-S -(C)- S - K 

5 £ - N - E-(C)- V - S -(C)-(5)- N -(C) 

- K - ( K) 
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11 
12 

14/1 
14/11 



Y-I-H-P-Q 

- X - X - K 

E-C-E-S-G 

- E - N -(N)-(K) 

L-V-P-H-L 

G-T-Y-L-Y 

- p - G - Q - 

(E)-M - G - Q - V 

- X -<V)r.<D)- 



-X-N-S-I-X 

-S-F-T-A-S 

- G - D - R 
-N-D-C-P-G 

-(E)-(I)-(S)- X - X 



20 G-T-Y-L-Y-N-D-C-P-G 
-P-G-Q-D-T-X-X-R 

25 Q-N-T-V -(C)- T - X -(H)- A - G 

- F -(F)- L - (R) 

27 S - L - E -(C)- T - K - L -(C)- L - P 

• -Q-I-E-N- 

(Um die Beschreibung der nachf olgenden Beispiele zu 
vereinf achen, werden oft wiederkehrende Methoden 
bzw. Bezeichnungen kurz beschr ieben . ) 

"Schneiden" oder "Verdauen" von DNA bezieht sich 
auf die katalytische Spaltung der DNA mittels 
Restriktions'endonukleasen ( Restr ikt ionsenzymen) an 
ciir diese spezi fischen Stellen 

(Restr ikt ionss tel len) . Rest riktionsendonukleasen 
sind kauflich echaltlich und werden unter den von 
den Herstellern empfohlenen Bedingungen (Puffer, 
Rinderserumalbumin *(3SA) als Trage rp ro tei n , 
Di thiothreitol (DTT) als Cxidationsschutz) 
eingesetzt. Res t r i kt ionsendonuklea sen werden mifc 



einem GroGbuchs tacen . ^eist gefolgt von 
Kleinbuchstaben ur.o. :vvr.3lerweise einer romischen 
Ziffer, bezeichnec. ? i e Suchstaben hangen von dem 
Mikroorganismus ab, „u;s dem die betreffende 
Restriktionsendonukloase isoliert wurde (z.B.: Sma 
I: Serratia ma rcescens) N ubl ichecweise wird etwa 1 
yg DNA mit einer oder inehreren Einheiten des 
Eazyms in etwa 20 ul rufferlosung geschnitten. 
Normalerweise wird eine Inkuba t ionsdauer von 1 
Stunde bei 37°C verwendet, kann aber laut den 
Verwendungsvorschr i f ton des Herstellers variiert 
werden. Nach dem Schnoiden wird manchmal die 
5 • Phosphatgruppe duroh Inkubation mit alkalischer . 
Phosphatase aus Kalbsdorm (CIP) entfernt. Dies 
dient zur Verhinderunq einer ungewiinschten Reaktion 
der spezifischen Stollo in einer nachf olgenden 
Ligasereaktion (z.B. r. i tkular is ierung eiues 
linearisierten PlasmiUs ohne Insertierung eines 
zweiten DNA-Fragmcntus) . Wenn nicht anders 
angegeben, werden DNA-i-ragmente nach dem Schneiden 
mit Restr ikt ionsendonuk lcasen no rma lerwiese nicht 
dephosphoryliert . KnaMiionsbedingungen fiir die 
Inkubation mit a lka 1 i :;cher Phospatase sind z.B. dem 
M13 Cloning und Sequencing Handbuch (Cloning and 
Sequencing Handbook, Kn Amersham, PI/129/83/12) zu 
entnehmen . Nach dor fnkubation wird Protein durch 
Extraktion mit Phenol und Chloroform entfernt und 
die DNA aus der wiinriqen Phase durch Zusatz von 
Ethanol prazipi t ior t: . 

-Isolierung" einr : r; t. immten DNA Fragments 
bedeutet die durch ci/ : n Has t r iktionsverdau 
erhaltenen DNA - F r ;i f/rn* :n t Auftrennung der z.B. auf 
einen 1% Agarose^ I . n,- lC h der Elekt ropho rese und 
dem sichtbarmach':n f 'i':r DNA im UV-Licht durch 
Anfarben mit Ath irl i «jrMjrornid (EtBr) wird das 
-ewiir.schte Fracrr^m^ ;,r,h,-md mi taufge t ragener 



Molekulargewichtsmarker lokalisiert und dutch 
weitere Elektrophorese an DE 81 Papier (Schleicher 
und Schiill) gebunden. Die DNA wird durch Spiilen cnit 
Niedrigsalzpu£fer (200 mM NaCl, 20 mM Tris pH=7,5, 
1 mM EDTA) gewaschen und anschlieQend mit einem 
Hochsalzpuf fer (1 M NaCl, 20 mM Tris pH=7,5, 1 mM 
EDTA) eluiert. Die DNA wird durch Zusatz von 
Athanol prazipitiert . 

"Transformation" bedeutet' das Einbringen von DNA in 
einen Organismus, so dafl die DNA dort replizierbar 
ist, entweder extr achromosomal oder chromosomal 
integriert. Transformation von E.coli folgt der im 
M13 Cloning and Sequencing Handbuch (Cloning and 
Sequencing Handbook, Fa. Amersham, PI/129/83/12) 
angegebenen Methode. 

-Sequenzieren" einer DNA bedeutet die Bestimmung 
der Nukleotidsequenz. Dazu wird zunachst die zu 
sequenzierende DNA mit verschiedenen 
Restriktionsenzymen geschnitten, und die Fragmente 
werden in entsprechend geschnittene M13 mp8,.mp9, 
mpl8 oder m P 19 Doppelstrang DNA eingebracht, oder 
es werden die DNA mittels Ultraschall f ragmentiert , 
die Enden repariert und, die g roBenselektionierten 
Fragmente in Sma I geschnittene, dephosphory lierte 
M13 mp8 DNA eingebracht (Shotgun Methode) . Nach der 
Transformation von E.coli JM 101 wird Einzelstrang 
DNA aus rekombinanten M13 Phagen entsprechend dem 
M13 Cloning and Sequencing manual (Cloning and 
Sequencing Handbook, Fa Amersham, PI/129/83/12) 
isoliert und nach der Dideoxyme thode (35) 
sequenziert. (Als Alternative zur Verwendung des 
Klenowf ragment der E.coli DNA Polymerase I bietet 
sich dabei die T7-DNA Polymerase an ("Sequenase, 
Fa . United States *3 iochemica 1 Corporation)). Die 
Sequenzreaktionen warden entsprechend dem Handbuch 
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"Sequenase: Step-by-Step Protocols cor DNA 
Sequencing With Sequenase" du rchgef iihr t . ) 

Eine weitere . Sequenzie rmethode besteht im Klonieren 
der zu sequenzierenden DNA in einen Vektor, der 
unter anderem einen Replikationsursprung eines 
DNA-Einzelstrangphagen (M13 , fl) tragt (z.3. 
Bluescribe oder Bluescript M13 von Stratagene) . 
Nach Transformation von E.coli JMIOI mit dem 
rekombinanten Molekiil kdnnen die Transf o rmanten mit 
einem Helf erphagen, zB. M13K07 oder R408 von 
Promega) infiziert werden. Als Resultat erhalt man 
eine Mischung aus Helferphagen und verpacktem, 
einzelst rangigem rekombinanten Vektor. Die 
Aufarbeitung der Sequenziervor lage (Template) 
erfolgt in Analogie zu der M13 Methode. 
Die Auswertung der Sequeazen erfolgt mittels dei 
ursprunglich von R. Staden (32) entwickelten und 
von Ch. Pieler (33) modif izierten Compute rprogramme . 

"Ligieren" bezieht sich auf den ProzeG der Bildung 
von Phosphodies terbindungen zwischsn zwei Enden von 
Doppelstrang-DNA Fragmenten. Ublicherweise werden 
zwischen 0,02 und 0,2 DNA-Fragmente in 10 ul 
mit etwa 5 units T4-DNA Ligase ("Ligase") in einer 
geeigneten Pufferlosung ligiert (33) (T.Maniatis et 
al., Molecular cloning, 1982, p. 474). 

"Preparation" von DNA aus Transf ormanten bedeutet 
die Isolieriing der Plasmid DNA aus Bakterien 
■mittels der alkalischen SDS Methode, modif iziert 
nach Birnboim und Doly (T.Maniatis et al., 
Molecular Cloning, 1932, pp. 368-369) unter 
Weglassen des Lysozyms. Dabei werden die Bakterien 
aus 1,5 bis 50 ml Kyltur verwendet. 

"01 igonukleotide" sind kurze Po iyd?so:cynukleotide , 
die chemisch synthet i s iert werden. Oazu wurde der 
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Applied Biosystems Synthesizer Mode 11 381A 
verwendet. Die 01 igonukleo t ide werden entsprechend 
dem Modell 381A User Manual (Applied Biosystems) 
auf gearbeitet . Sequenzprimer werden ohne weitere 
Reinigung direkt eingesetzt. Andere Oligonukleot ide 
werden bis zu einer Kettenlange von 70 durch die 
"OPC"-Methode gereinigt (OPC = Oligonucleotid 
purification column, Applied Biosystems, Product 
Bulletin, January 1988). Langere Oligonukleo tide 
werden durch Po lyacrylamidgelelectrophorese (6% 
Acrylamid, 0,15% Bisacrylamid , 6 M Harnstoff, 
TBE-Puffer) gereinigt und nach der Elution aus dem 
Gel uber eine G-25 Sepharosesaule entsalzt. 



Beispiel 2 

Herstellung von TNF-Bindungspro tein-spezif ischen 
Hybridisierungssonden 

Die Auswahl der Oligonukleot ide wurde im Hinblick 
auf deren Verwendung zur Amplif izierung von cDNA 
mittels PCR getroffen: 

a) Aus der N-terminalen Aminosau resequenz des 
TNF-Bindungs proteins 

(erhalten aus Vorversuch 10 und Beispiel 1, 
Fraktion 1) 

Asp-Ser-V.al-Cys-Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr-Ile- 
Kis-Pro-Gln- 

wurde ein Heotapept id-Bereich ausgewahlt, der die 
niedrigste Komplexitat eines gemischtsn 
Oligonukleotids zum *Hybr id i s ie ren an cDNA zulaOt: 
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Es sind dies die Aminosauren 6 bis 12. Um die 
Komplexitat des Mischo 1 igonukleo t ids herabzusetzen, 
wurdsn viae Mischo 1 igonukleo t ide mit einer 
Komplexitat von jeweils 48 hergestellt. Die 
Oligonukleo t ide wurden in Richtung der mRNA 
hergestellt, sie sind somit zum 3'Ende der Sequenz 
g rient ier t : 



Gln-Gly-Lys-Tyr-Ile-His-Pro 

5 ' CAA GGT AAA TAT ATT CAT CC 
G G C C C 

A 



3'TNF-BP #3/1 E3I-1679" 



5 ' CAA GGC AAA TAT ATT CAT CC 
G G C C C 

A ' ' 

5 ' CAA GGA AAA TAT ATT CAT CC 
G G C C C 

A 

5 ' CAA GGG AAA TAT ATT CAT CC 
G G C C C 

A 



3'TNF-BP #3/2 EBI-1640* 



3'TNF-BP #3/3 EBI-164'1 



3'TNF-BP #3/4 EBI-1642 



b) Aus der Aminosauresequenz eines tryptischen Peptides 
(Fraktion 11 des tryptischen Verdaus) der 
Aminosauresequenz 

Glu-Cys-Glu-Ser-Gly-Ser-Phe-Thr-Ala-Ser-(Glu/Cys)- 
Asn-Asn-Lys (vgl. Beispiel 1) 

wurde ein Pept id-Bereich ausgewahlt und ein weiterer 
Satz von Mischoligonukleotiden synthet is ier t : 
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. -une-Thr-Ala-Ser-Glu-Asn-Asn-Lys 
Cys 

TNF-BP #4/5: 3 ' AAA TGA CGG AGA CTC TTG TTG XT CCTAGGG^' 
(EBI-1653) G G T T T 

TNF-BP #4/6: 3 ' AAA TGA CGG TCA CTC TTG TTG TT CCTAGGG 5' 
G G T G T I, \ 

T * % • 



(EBI-1654) 

TNF-BP #4/ 
(EBI-1657) 

TNF-BP ##4/ 
(EBI-1658) 



TNF-BP #4/7: 3 ' AAA TGA CGG AGA ACA TTG TTG TT CCTAGCQ^' 
G G T T G 

T * 5 

TNF-BP #4/8: 3 * AAA TGA CGG TCA ACA TTG TTG TT CCTAGG^'S: 
G G T G _ G 
T 



Die Oligonucleotide warden komplementar zur raRNA 
synthetisiert und sind somit zum 5"Ende der Sequenz 
orientiert. Um das amplif iiiette DNA-Fragment im 
AnschluB an die PCR effizient klonieren zu konnen, 
wurde auch ein BamHI-Linker am 5'Ende der 
Oligonukleotide vorgesehen. Werden z.B. die 
Oligonukleotide TNF-BP #4/5-8 game ins am mit TNF-BP 
-3/1-4 fur die PCR an der gesamten Lambda-DNA emer 
Bibliothek eingesetzt. kann ein etwa resultierendes 
DNA Fragment mit BamHI nachgeschnitten werden. Die 
Partner-Oligonukleotide ergeben ein gerades Ende am 
S'Terminus. das Fragment kann somit in die 
Smal-BamHI-Stellen eines geeigneten Vektors klomert 

werden. . . . 

jedes Mischoligonukleotid TNF-BP #4/5 bis 8 xst exne 
■ Mischung aus.48 Einzelnukleotiden und berucks icht xgt 
einige Codons nicht, und zwar: 



Thr ACG 

Ala GCG und GCT 

Ser TCG und TCC 

Asn AAT 5 
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Bei GCT wird die Moglichkeit in Betracht gezogen, 
daB das zu GCC (Ala) komp lementa re Triplett CGG 
durch Ausbildung einer G-T Brucke wirksam sein kann, 
bei TCG (Ser) und AAT (Asn) gilt dasselbe bezUglich 
AGT bzw. TTG. 

ACG , GCG und TCG sind auflerst seltene Codons 
(CG-Regel) und wurden deshalb nicht beriicks icht ig t . 

Beispiel 3 

Amplif izierung einer fur TNF-BP codierenden 
Teilsequenz aus einer cDNA-Bibliothek . 

a) Isolierung von Lambda-DNA einer cDNA Bibliothek 

Die Herstellung der cDNA Bibliothek erfolgte nach 

der in der EP-A1-0293 567 fur die humane plazentale 

cDNA Bibliothek beschriebenen Methode mit dem 

9 

Unterschied, daB als Ausgangsmaterial 10 
Fibrosarkomzellen der Zellinie HS 913 T, die unter 
Stimulierung mit humanem TNF-a (10 ng/ml) 
hochgeziichtet worden waren, verwendet wurden. Statt 
Lambda gtlO wurde Lambda gtll verwendet (cDNA 
Synthese: Amersham RPN 1256; EcoRI verdaute Lambda 
gtll Arme: Promega Biotech; in vitro Verpacken der 
ligierten DNA: Gigapack Plus, Stratagene) . 

5 ml des Phageniibers tandes der ampli f izierten cDNA 
Bibliothek der humanen Fibrosarkom Zellinie HS913T 
in Lambda gtll wurden mit 0,5 jig RNase A und 0,5 
\ig DNase I versetzt und eine Stunde bei 37°C 
inkubiert. Die Mischung wurde 10 min bei 5000xg 
zent rif ugiert , der Ut^erstand durch Extraktion mit 
Phenol und Chloroform von Protein befreit und die 
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DNA aus der wassrigen Phase darch Zusatz von Ethanol 
prazipitiert . Die Lambda-DNA wurde in TE-?uffer (10 
mM Tris pK = 7,5; 1 mM EDTA) geldst. 

b) PCR Amp 1 i f iz ierung einer TNF-BP Sequenz aus einer 
cDNA Bibliothek 

Fur die Anwendung der PCR auf DNA der HS913T cDNA 
Bibliothek wurden 16 Einzelreaktionen durchgef iihrt , 
in welchen jeweils eines der 4 Mi scho ligonukleotide 
EBI-1639, EBI-1640, EBI-1641, EBI-1642 als erster 
Primer und eines der vier Mi scho ligonukleotide 
EBI-1653, EBI-1654, EBI^1657, EBI-1658 als zweiter . 
Primer eingesetzt wurde." 'Jedes dieser 
Mischoligonukleot ide enthalt 48 verschiedene 
Oligonukleotide gleicher Lange. 
Die Ampiif izierung mittels PCR fand in 5G \il 
Reaktionsvolumen, enthaltend 250 ng Lambda-DNA der 
cDNA-Bibliothek, 50 mM KC1, 10 mM Tris pH=8,3, 1,5 
mM MgCl 2 , 0,01% Gelatine, 0,2 mM jedes der 4 
desoxy-Nukleotidtriphosphate (dATP , dGTP, dCTP, 
dTTP) , je 200 pMol erster und zweiter Primer, 1,25 
Einheiten Taq Polymerase [Per kin-Elmer Cetus] statt. 
Um die Verdunstung zu verhindern, wurde die Losung 
mit einigen Tropfen Mineraldl (0,1 ml) 
uberschichtet . Die PCR wurde in eir.em DNA Thermal 
Cycler (Perkin Elmer Cetus) f qlgendermaBen 
durchgefuhrt : Die Proben wurden 5 Minuten auf 94°C 
erhitzt, um die DNA zu dena tur ie ren , und 
anschlieflend !a 0 Am? 1 if ika tionszyklen unterworfen. 
Ein Zyklus bestand aus 40 Sekunden Inkubation bei 
94°C, 2 Minuten Inkubation bei 55°C und 3 Minuten 
Inkubation bei 72°C. Am Ende des letzten Zyklus 
wurden die Proben fiir weitere 7 Minuten bei 72°C 
inkubiert, um s iche r z^is te 1 len , da6 die letzte 
Pr imer-Ver langerung vollstandig verlauft. Nach 
Abkiihlen auf Raur.tempe r a tu r wurden die Proben mit 
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Phenol und Chloroform von Protein befreit und die 
DNA mit Athanol p r az i p i t ier t . 

5 iil jeder der 16 PCR-Proben wurden auf ein 
Agarosegel aufgetragen und die Lange der 
amplif izierten DNA-Fr agmente nach 
elekt rophoret ischer Auftrennung bestimmt. Die 
starkste DMA Bande, ein Fragment von 0,16 kb Lange, 
war in den PCR-Proben zu sehen, die mit dem 
Oligonukleotid EBI-1653 als erstem Primer und einem 
der Oligonukleotide EBI-1639, EBI-1640, EBI-1641 
Oder EBI-1642 als zweitem Primer "amplif iziert worden 
waren. Da die mit dem Primerpaar EBI-1653 und 
EBI-1642 amp lif izierte Probe die groBte Menge an 
diesem 0,16 kb DNA-Fragment enthielt, wurde diese 
Probe fur die weitere Aufarbeitung ausgewahlt. 

Beispiel 4: 

Klonierung und Sequenzierung eines durch PCR 
Amplif ikation gewonnenen DNA-Fragments 

Das erhaltene PCR-Produkt der Primer EBI-1642 und 
EBI-1653 wurde mit BamHI geschnitten und nachfolgend 
elektrophoret isch in einem Agarosegel (1,5% NuSieve 
GTG Agarose plus 1% Seakem GTG Agarose, FMC 
Corporation) nach der Grb'Ge aufgetrennt. Die 
Hauptbande, ein DNA Fragment von 0,16 -kb Lange, 
wurde aus dem Gel elekt roeluiert und mit Ethanol 
prazipi tiert . Dieses DNA Fragment wurde mit 
BamHI/Smal geschni t tenem Plasmid pUC13 (Pharmacia) 
ligiert und E. coli JM101 mit dem Liga t ionsgemi sch 
t ransf ormiert . Die nach der Minipraparationsmethode 
hergestellten Plasmide wurden durch Schneiden mit 
den Restriktionsenzymen PvuII und EcoRI-BamHI und 
nachf olgender Elekt rophorese in Agarosegelen 
charakterisiert . Das Plasmid pUC18 enthalt zwei 
Schnittstellen fur PvuII, die in einem 0,32 kb 



DNA-Fragment die Po lyklonier s te 1 le flankieren. Sehr 

■" - ~ - r n o 1. y k I o r. : — r r t 1 1 e de? 
Plasmids kdnnen nach Schneiden mit PvuII leichter im 
Agarosegei sichtbar geraacht werden, da sich die ■ 
Lange um 0,32 kb vergroGert. Durch Schneiden mit 
EcoRI und BamKI kann das in den mit BamHI und Smal :* 
geschni ttenen Plasmidvekto r ligierte DNA-Fragment 
inklusive einiger Basenpaare der Po ly 1 inkersequenz 
erhalten werden. Ein Klon mit dem gewiinschten Insert •* 
wurde als pTNF-BP3B bezeichnet . Das gesamte 
DNA-Insert dieses Klons wurde nach Subklonieren 
eines EcoRI-BamHI Fragments in Ml3mpl8 (Pharmacia) * 
nach der modif izierten Didesoxy Methode mit 
Sequenase (United States : Biochemical Corporation) ** * 

sequenziert . 

Die Analyse der durch PCR-amplif izierten DNA ergab 
folgende Sequenz (nur der nicht kodierende Strang 
ist abgebildet, dariiber die abgeleitete 
Aminosauresequenz) : 

5 10 15 

Gin Gly Lys Tyr lie His Pro Gin Asn Asn Ser lie Cys Cys Thr 
CAG GGG AAA TAT ATT CAC CCT CAA AAT AAT TCG ATT TGC TGT ACC 

20 25 30 

Lys Cys His Lys Glv Thr Tvr Leu Tvr Asn Asp Cvs Pro Glv Pre 
AAG TGC CAC AAA GGA ACC TAC TTG TAC AAT GAC TGT CCA GGC CCG 

3 5 4 0 4 5 

Glv Gin Asp Thr Asp Cys Arg Glu Cys Glu Ser Gly Ser Phe Thr 
GGG CAG GAT ACG GAC TGC AGG GAG TGT GAG AGC GGC TCC TTC ACA 
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Ala Ser Glu Asn Asn Lys 

GCC TCA GAA AAC AAC AAG GAT CC 



51 



Die ersten 20 und die letzten 29 Nukleotide (in 
Kursivschrift) entsprechen den Sequenzen der 
Primer-Oligonukleotide E3I-1642 bzw. dem Komplement 
von E3I-1653. Die Aminosauren 38 bis 43 bestatigen 
die restliche Sequenz des tryptischen Peptides U. 

Weiters enthalt das mittels PCR erzeugte 
DNA-Fragment die Sequenz des Peptides der Fraktion 
20 des tryptischen Verdaus (Aminosauren 20 bis 34, 
unterstrichen) . Damit ist erwiesen, daG der Klon 
pTNF— BP3B von einer cDNA abgeleitet wurde, die fur 
TNF-Bindungsprotein kodieren karin. 
PTNF-BP3B stellt damit- eine Sonde, z.B. zum 
Durchsuchen von cDNA-Bibliotheken nach fur 
TNF-Bindungsprotein kodierenden cDNAs, dar. 
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Patentanspriiche : 

1. DMA , dadurch gekennzeichnet , daO sie die Formel 

CAG GGG AAA TAT ATT CAC CCT CAA AAT AAT TCG ATT TGC 

TGT ACC AAG TGC CAC AAA GGA ACC TAC TTG TAC AAT GAC 

TGT CCA GGC CCG GGG CAG GAT ACG GAC TGC AGG GAG TGT 

GAG AGC GGC TCC TTC ACA GCC TCA GAA AAC AAC AAG 

aufweist oder eine Variante einer DNA dieser Formel 
darstellt, die hybridisiert mit DNA , ausgewahlt aus 
der Gruppe 

a) DNA, kodierend fur TNF-a-bindendes Protein, 

b) DNA , kodierend fiir ein Protein, dessen 
Prozess ierung TNF-BP ergibt, 

c) DNA, kodierend fiir ein TNF-BP verwandtes Protein 
mit der Fahigkeit, TN^-a zu binden, wie cDNA, 
abgeleitet von durch alternatives Splicing 
erhaltener mRNA, 

d) DNA, kodierend fiir ein Protein, dessen 
Prozess ierung ein TNF-BP verwandtes Protein mit 
der Fahigkeit, TNF-a zu binden, .ergibt, wie 
cDNA, abgeleitet von durch alternatives Splicing 
erhaltener mRNA . 

2. DMA , nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
sie eine Nukleo t idsequenz der Formel 

Rl CAG GGG AAA TAT ATT CAC CCT CAA AAT AAT TCG ATT TGC 

TGT ACC AAG TGC CAC AAA GGA ACC TAC TTG TAC AAT GAC 

TGT CCA GGC CCG GGG CAG GAT ACG GAC TGC AGG GAG TGT 

GAG AGC GGC TCC TTC ACA GCC TCA GAA AAC AAC AAG R2 
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aufweist, wobei Rl und R2 gegebenenf a 1 Is 
vorgesehene Res t r ikt ionsschni t tstel len sind 
und/oder die Nukleo t idsequenz der Formel 
gegebenenf a 1 Is modifiziert ist, und daG sie mit 
DNA, kodierend fur TNF-a bindendes Protein Oder 
flir ein Protein, dessen Prozess ierung TNF-a 
bindendes Protein ergibt, hybridisiert. 

3. DNA, dadurch gekennzeichne t , daG sie mit DNA gemaG 
Anspruch 1 hybridisiert und ausgewahlt ist aus der 
Gruppe der in Anspruch 1 a) bis d) definierten 
DNAs , einschliefilich ihrer degener ierten Varianten. 

4. DNA, dadurch gekennzeichne t , daG sie mit DNA gemaG 
Anspruch 2 hybridisiert und fiir TNF-a bindendes 
Protein bzw, fiir ein Protein, dessen Prozessierung 
das TNF-a bindende Protein ergibt, kodiert, 
einschlieBlich ihrer degenerierten Varianten. 

5. Rekombinantes DNA-Molekiil, enthaltend eine in 
Anspruch 3 definierte DNA-Sequenz. 

6. Rekombinantes DNA-Molekiil nach Anspruch 5 zur 
Klonierung einer in Anspruch 3 definierten DNA. 

7. Rekombinantes DNA-Molekiil nach Anspruch 5, 
replizierbar in p roka ryo t i schen Oder eukaryot ischen 
wi r t so rganismen , zur Expression einer in Anspruch 3 
definierten 'DNA, wobei diese DNA funktionell mit 
Expressionskont ro 1 Isequenzen verbunden ist. 

8. Rekombinantes DNA-Molekiil, enthaltend eine in 
Anspruch 4 definierte DNA-Sequenz. 
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9. Rekombinan tes DNA-Molekiil nach Anspruch 8 zur 
Klonierung einer in Anspruch 4 definierten DNA. 

10. Rekombinantes DNA-Molekiil nach Anspruch 8, 
replizierbar in proka ryotischen oder eukaryot ischen 
wirtsorganismen , zur Expression einer in Anspruch 4 
definierten DNA, wobei diese DNA funktionell mit 
Expressionskontro llsequenzen verbunden ist. 

11. Wirtsorganismus, trans formiert mit mindestens einem 
rekombinanten DNA-Molekiil nach einem der Anspruche 

7 oder 10. ' 

12. Polypeptid, dadurch gekennzeichnet, daB es von 
einer DNA gemaB Anspruch 3 kodiert wird. 

13. Polypeptid, dadurch gekennzeichnet, daB es von 
einer DNA gemaB Anspruch 4 kodiert wird. 

14. Polypeptid nach Anspruch 13, dadurch 
gekennzeichnet, daB es die N-terminale 
Aminosauresequenz der Formel* 

Asp-Ser-Val-Cys-Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr-Ile-His 
Asn-Asn-Ser-Ile-Cys-Cys-Thr-Lys-Cys-His-Lys 
Tyr-Leu-Tyr-Asn-Asp-Cys-Pro-Gly-Pro-Gly-Gln 
Asp-Cys-Arg-Glu-Cys-Glu-Ser-Gly-Ser-Phe-Thr 

Glu-Asn 
aufweist . 

15. Verfahren zur Herstellung eines Polypeptids nach 
den Anspruchen 12-14, dadurch gekennzeichnet, daB 
ein geeigneter Wirtsorganismus mit rekombi nanter 
DNA gemaB Anspruch 3 oder 4 t rans formiert und 
geziichtet wird und das exprimierte Protein isolie 
wi rd . 



-Pro-Gln- 
-Gly-Thr- 
-Asp-Thr- 
-Ala-Ser- 
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16. Polypeptid nach einem der Anspriiche 12-14 zur 
prophylaktischen Oder therapeut ischen Behandlung 
des menschlichen oder tierischen Kdrpers bei 
Indikationen, bei denen eine schadigende Wirkung 
von TNF-a auffcritt. 

17. Polypeptid nach einem .der Anspriiche 12-14 zur 
Behandlung von ent ziind 1 ichen Er krankungen . 

18. Polypeptid nach einem der Anspriiche 12-14 zur 
Behandlung von infektiosen Erkrankungen. 

19. Polypeptid nach einem der Anspriiche 12-14 zur 
Behandlung von parasitaren Erkrankungen. 

20. Polypeptid nach einem der Anspriiche 12-14 zur 
Behandlung von Schockzus tanden . 

21. Polypeptid nach einem der Anspriiche 12-14 zur 
Behandlung von patho logischen Zustanden, die als 
Nebenwirkungen bei der Therapie mit TNF-a 

auf t reten . 

22. Pharmazeutische Zuberei tungen , enthaltend eine .die 
biologische Aktivitat von TNF-a wirksam hemmende 
Menge eines oder mehrerer Polypeptide nach einem 
der Anspriiche 12-14. 

23. Pharmazeutische Zubereitung, enthaltend eine die 
biologische Aktivitat von TNF-G wirksam hemmende 
Menge eines oder mehrerer Polypeptide nach einem 
der Anspriiche 12-14. 
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Zusammenf as sung 

Gegenstand der Erfindung sind DNAs , die rait DNAs , 
kodierend fiir TNF-a bindendes Protein oder fur 
verwandte Proteine mifc der Fahigkeit, TNF-a zu 
binden, hybr idi s ieren , diese DNAs selbst und 
Polypeptide, die von diesen DNAs kodiert werden, sowie 
ein Verfahren zu deren Herstellung. 



Die Erfindung betrifft auch rekombinante DNA-Molekiile 
zur Klonierung und Expression dieser DNAs und 
Wi rtsorganismen, t ransf ormiert mit solchen 
rekombinanten DNAs. Gegenstand der Erfindung sind 
weiters die Verwendung der TNF-a bindenden 
Polypeptide bei Indikatior.en , bei denen eine 
schadigende Wirkung von TNF im Organismus auftritt 
sowie pharmazeut ische Zuberei tungen, enthaltend solche 
Polypeptide . 
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